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   N-butyl-N-(4-hydroxybutyl) nitrosamine (BBN) was administered to beagle dogs to examine 
the urinary metabolites. After extraction and purification of the urine sample, the urinary metab-
olites were identified by gas-chromatography mass-spectrometry and measured using a gas chro-
matograph equipped with a thermal energy analyzer (GC-TEA). Five N-nitroso-compounds (N-
butyl-N-(3-carboxypropyl) nitrosamine (BCPN), N-butyl-N-(2-hydroxy-3-carboxypropyl)-nitrosami-
ne (BHCPN), N-butyl-N-(carboxymethyl)-nitrosamine (BCMN). N-butyl-N-(2-oxopropyl) nitros-
amine (BOPN) and BBN-glucuronide) were detected and identified by comparison with mass 
spectra of synthetic specimens. 
   In the quantitative analysis by GC-TEA. BCMN>BHCPN>BCPN were larger part than 
BOPN and BBN-glucuronide. In early experimental period (0-25 wks) administered BBN (600 
mg/day) to two dogs, small tumor was recognized in the urinary bladder of one dog earlier than 
the other. The former dog excreted larger amounts of BCPN in the urine than the latter. In 
late experimental period (100 wks--) administered BBN (400mg/day) to five dogs, the dog that 
was found initial tumor earliest (103 wk) excreted the largest amounts of BCPN in the urine. 
Therefore, the excretion of BCPN had correlated with the carcinogenesis. 
                                                  (ActaUrol. Jpn. 35: 27-38, 1989) 













る2).実験 発 癌 剤 と して のN-butyl-(4-hydroxybutyl)
nitrosamine(以下BBNと 略 す)は 膀 胱 を標 的 臓 器
とす る 最 も多 く用 い られ て い るN-一ニ ト ロソサ ミンで
あ る.こ のBBNに よ って作 られ た ラ ッ ト膀 胱 癌 の発
癌 条 件 お よび 病 理学 的検 討 成 績 に つ い て は,BBN投
与 量 お よび 投 与 期 間 と膀 胱 粘膜 の異 型 度 との 関 係 な ど
の報 告?)があ る.ラ ッ トや マ ウ スに お け るBBNお よ
びそ の構 造 類 似 体 す な わ ちdialkylnitrosamineの生
体 内経 路 も確 立 され て い る4-6)(Fig.1).しか ,イ
ヌに お け るBBN発 癌 膀 胱 腫 瘍 とBBNの 代謝 に 関す
る詳 細 な研 究 は 未 だ 報 告 され てい ない.そ こで わ れわ
れ は ビー グ ル犬 を 用 い て イ ヌに おけ るBBNの 種 々の






































使用発癌剤はBBN(東 京化成,東 京)で,そ れを



















amine)の各 合 成 標 品 は,東 京生 化研,鈴 木恵 真 子 博
士 よ り供 与 を 受 け た 。
(3)BBN投 与 方 法
雌 ビ ー グル犬2頭 にBBN600mg1日x6日1週 を 経
口投 与 し,1日1週 の 休 薬 日を も うけた.投 与 開 始 か ら
25週目まで は,5週 お きに 休 薬 目 の翌 日の 全 尿 を 代 謝
ケ ー ジに て 採取 し,こ れ らをBBNの 投 与 開 始 か ら25
週 まで の早 期 の尿 中 代謝 物 と した.ビ ー グル犬 は 採 尿
日も飼 料 摂 取 お よび 自 由飲 水 させ た.こ れ ら 実 験 犬
は,幼 犬 時 に 会 陰 切 開 を 加 え外 尿道 口を 露 出 し,ほ ぼ
5週 お きに30週 まで,全 麻下(GOF)に 経 尿 道的 に




















森下,ほ か:膀 胱癌 ・BBN
コ ン トロー ル犬 も 同条 件 に て 飼 育,観 察 した.
(4)分析
〔1〕尿 中 ニ トロソ化 合 物 の抽 出
岡 田 ら4・5)の方 法 に 準 じFig.2の ご と く,1日 蓄 尿
中 の10mlを 検体 と した.検 体 は1NNaOHに よ
りpH8に 調 整 され,酢 酸 エ チ ル10mlを 用 い て 分
液 ロー トに て3回 液 々分 配法 に よ り抽 出 され,こ れ を
Fr.1と した.次 にFr.1抽 出 後の 尿 を1NHCIに
てpH1に 調 整 し,酢 酸 エ チル10m1を 用 い て 同様
にFr.IIを 抽 出 した.こ のFr.IIに そ の つ ど調 整
され た ジ ア ゾ メ タ ン(CH2N2)を加 え,メ チ ル エス テ
ル 誘 導 体 と した(Fr.II-Me).
一 方 ,別 の 尿 検 体10mlをpH5に 調 整 した も
の に,β 一gluculonidasc(bovine,フナ コ シ)13,000
Fishmanunits/m1を1ml加えた もの を37℃ で12
時 間 イ ンキ ュベ ー トし,そ れ をFr.1と 同様 にIN
NaOHに てpH8と して抽 出 し,Fr.111と し
た.
〔2〕尿 中 ニ トロ ソ化 合 物 の定 性,定 量 分析
得 られ た 各Fr.に 対 して まず 定 性 分 析 の た め に
GC-TEAを 用 い て選 択 的 に それ らに 含 まれ る;ト ロ
ソ化 合 物 の ピ ー クを確 認 した.さ らにgas-chromato-
graphymass・spectromctry(以下GCIMSと 略す)
を 用 い て合 成 標 品 と比 較 す る こ とに よ り分 子 量 の 上 か
ら ニ トロ ソ化 合 物 を 同定 した.そ の上 で定 量 分 析 の た
め に再 度GC-TEAで 確 認 され た ピー ク高 と合成 標 品
の ピー ク高 とを 比 較 す る こ とに よ り検 体 中 に 含 まれ る
BBN代 謝 ニ トロ ソ化 合 物 を 算 出 した.GC-TEAに
よ る分 析 法 は,ま ず,酢 酸 エ チ ルに よ り抽 出 され た 多
くの 物 質 の 混 合 す る 各Fr.を マ イ ク ロシ リンジに て
GCに 注入 し,高 沸 点 の 一 トロ ソ化 合 物 を 分 離 し,
GCと オ ンライ ン したTEAで ニ トロ ソ化 合 物 のみ を
選択 的 に保 持 時 間 の差 に よ る ピ ー クと て し高 感 度 に 識
別 し,検 出 す る もの であ る.TEAの 原 理 は,ま ず,
GCに よ り分離 され たN一 ニ ト ロソ化 合 物 のN-NO
部分 を 加 熱 触 媒 管(pyrolyzer)の中 で 切 断 し,そ の
後03と 衝 突 したNOが,励 起 され たN20(ニ ト
ロ シル ラジ カ ル)と な る.こ のN20が 基 底 状 態 に も
ど る と き600～2,600nmの発 生 スペ ク トル が得 られ,
これ を ホ トマ ル(光 電 子 増 倍 管)で 検 出す る こ とに よ
り各Fr.中 に 含 まれ る ニ ト ロソ化 合物 が 測 定 され る.
GC・TEAの 使 用 条件 は,GC・7A(島津 社製)にTEA
543(ThermoElectron社製)を オ ンラ イ ンし,前
老 の カ ラ ムは5%Thermon1,000φ3mm×1mを
190℃(恒温)で(BHCPNの み は230℃),キ ャ リ




GC-MsはJMs-Ds300(日 本電 子 製)にJMA
5,000をオ ン ライ ン し,φO.53μm×15mメ ガ ボ ア カ
ラ ムを150～230℃(昇温8℃/分)で 加 温 し,キ ャ リ
ァ ガ スをHe(流 量30ml/分)と した.質 量 分 析 部 の
条 件 は,イ オ ン化 室 温 度250℃,イ オ ン 化 電 流300
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森下,ほ か:膀 胱癌 ・BBN
Fr.IIのメチ ル誘 導 体Fr.II・MeのGC-TEAに
よ る ク ロマ トグ ラ ムで カ ラム 温度190℃ に お け る検
体(Fig.3-A)の保 持 時 間1.0分のaお よび2.2分のb
の ピー クは,そ れ ぞれ 合 成 標 品(Fig.3-B)のBCNN-
Meお よびBCPN-Meの ピー クの保 持 時 間 と一致 し
た.ま た カ ラ ム温 度230℃ の 条件 にお け る 検体 の保
持 時 間1.8分 の ピー クc(Fig.3-c)と 合 成 標 品 の
BHCPN-Meの ピー ク(Fig.3・D)の保 持 時 間が 一
致 した.
次 にFr.1お よびFr.IIIのGC-TEAに よる ク
ロマ トグ ラム の カ ラ ム温 度1go℃ に おけ る検 体(Fig.
4-A,B)の保 持 時 間1.0分のdお よび4.7分のeの ピー
クは それ ぞ れ 合 成 標 品(Fig.4-c,D)のBOPNお
よびBBNの ピ ー クの保 持時 間 と一 致 した,検 体 よ り
抽 出 され たFr.1お よびFr.IIIを 比較 す る と,
BOPN(d)の ピー ク高 は 両Fr.で 一致 を み る のに 対
し,BBN(e)の ピー ク高 に 関 して はFr.III(Fig.
4-B)ではFr.1(Fig.4-A)よりも ピー クが 高 か っ
た.こ れ はFr.IIIでは グ ル ク ロニ ダ ーゼ処 理 され た
BBNが 遊 離 のBBNに 付 加 され る こ とに よる と推 測
31
され た.Fr.1,II,IIIとも100～300℃の 範 囲 で ニ
ト ロソ化 合物 の ピー ク昇 温分 析 に よ りス ク リー ニ ン グ
した 結果,そ れ らに はBBNと4種 の ニ ト ロソ化合 物
以 外 に ピ ー クを 認 め な か った.以 上 よ りFr,1お よび
IIIよ りBBN,BOPNが,Fr.IIよ りBCMN,
BCPNお よびBHCPNが 検 出 され た.次 にGCIMS
に よ りそれ らを 同 定 した.
〔2〕GC-MSに よる 同定
GC-TEAに よ り確 認 され た5種 類 の ニ トロ ソ化 合
物 をGC/MSで 同定 した.合 成 標 品BCPN・Me,
BHCPN-Meお よびBCMN-Meのmass-chromato・
gram(以下MCと 略 す)の 保 持 時 間 は そ れ ぞ れ
3.3分,4.2分,1.6分でBCPN-Me,BHCPN-Me,
BCMN-Meの3者 の混 合物 のtotalionconcentra・
tion(以下TICと 略 す)ピ ー ク と一致 した(Fig.
5-1).Fig.5-1-aと1・cのmass-spectrum(以下MS
と略 す)で はそ れ ぞ れ の 分 子 イ オ ンピ ー クM+と し
て の ピー ク質 量 数m/z(mは イ オ ンの 質量,zは イ オ








































































































分 子 イ オ ン ピー クM+が 開 裂 して で きた フ ラ グ メン
トピー クの うち で ニ トロソ化合 物 に 特 徴 的 に認 め られ
る とされ て い る7)(M-NO)+す な わ ち(M-30)+に
相 当す る イ オ ンが そ れ ぞ れ172と144に観 測 され ,1-a
お よび1-cはBCPNお よびBCMNの メチ ル誘 導
体 と確 認 され た.Fig.5・1・bではm/z218のM+と
156の(M」NO,CH30H)+に相 当す るイ オ ンが 観 測
されBHCPNの メチ ル誘 導 体 と確 認 され た .そ れ に
対 して検 体(Fig.5-2)にはFr.II-MeのTIC,
MC・MSが 示 され て い る.一 トロ ソ化 合 物 以外 の多
くの ピー クがTICに 認 め られ るがF三9.5-2-a,2-b,
2-cのTlc,Mcに は そ れ ぞれ 合 成 標 品(Fig.5-1)
の1-a・1-b,1・cの保 持 時 間 と一 致 した ピー クが 認 め
られ ・ さ らにMSで も2-a,2-b,2-cの開 裂様 式 は そ
れ ぞれ1-a・1-b,1-cのそれ に一 致 し,2-a,2-b,2.c
はそ れ ぞれBCPN,BHCPN,BCMNと 同 定 され た .
BBNとBOPNの 合 成 標 品 のGC/MS分 析(Fig.
&1)で は,1-dお よび1-eのMCの 保 持 時 聞 は ,そ
れ ぞれ3.3分,1.5分でTICの ピー ク と一 致 した .1-d
のMsで は,m/z174のM+と157の(M-oH)+に
相 当す るイ オ ンが 観 測 されBBNと 確 認 され た .1-e
のMsで は ・m/z158のM+と129の(M-CH2CH3)+
に 相 当す る イ オ ンが観 測 されBOPNと 確 認 され た .
そ れに 対 してFig・6-2にはFr.IIIのTIC ,MC,
MSが 示 され て い る.2-d,2-eのTIC,MCに は そ
れ ぞれ 合 成標 品(Fig.6-1)の1-d,1-eの保 持 時 間 と
一 致 した ピー クが 認 め られ
,さ らにMSで も2-d,
2-eの開 裂 様 式 はそ れ ぞ れ1-d,1-eのそれ に一 致 し,
2-d,2-eはそ れ ぞ れBBN ,BOPNと 同 定 され た.以
上 の よ うに イ ヌ尿 中 に お い て も ラ ッ トを は じめ他 動 物
と 同様 に4・8)投与 物 質 のBBN以 下BCPN ,BHCPN,
BCMN,BOPNの 各 代 謝 ニ ト ロソ化 合 物 が 確 認 され
た.な お,コ ン トロー ル(無 処 理)の イ ヌの 尿 よ り抽
出 され たFr.II・Meお よびIII'のTIC,MCお よ
1号1989年






























BBNと その代謝物 であ るBCPN,BHCPN,
BCMN・BOPNの 各ニトロソ化合物の濃度とG(}





















































































れ て い る.な お,原 則 として1日 の 全 尿 を蓄 尿 す る こ
とに した が,常 に正 確 な1日 尿 量 が得 られ た とは い え
な か った た め そ の 一 部 を サ ンプ リ ング す る こ とに し
た.よ っ て,5種 の ニ トロソ化 合物 す なわ ち ,BBN,
BCPN,BHCPN,BCMN .BOPNの 各成 分 を構 成
比 と して 表 示 す る こ と と し,以 下 の 解 析 を 行 った.
実 験 犬2頭 をA,Bと す る と,イ ヌAお よびBの 各 ニ
トロ ソ化 合 物 全 体 の5週 お き の構 成 比(Fig.8-1)を
み る と,両 犬 と も5週 未 満 で はBCMNとBHCPN
が 多 く,次 い でBCPNの 順 で あ った .こ れ らFr,II
に 含 まれ る ニ トロ ソ化 合 物 がBBNの 代 謝 物 の90%以
上 を 占め,残 りはFr.1お よびIIIに 含 まれ る代謝
を 受 け な か ったBBNと グル ク ロ ン 酸抱 合 を 受 けた
BBN-Gお よびBOPNで あ る .そ して これ らの構 成
比 は25週目まで 大 き く変 わ って い ない.こ れ らの ニ ト
ロ ソ化合 物 の うちBCPNが 膀 胱 発 癌 に 深 く関係 す る
こ とが 従 来 よ り報 告 され て お り4,9>,本実 験 で もこの
BCPNに 着 目す る とイ ヌBは イ ヌAに 比 べ全 般 的 に ,
BCPN排 泄 量 の比 が 大 き い傾 向に あ る(Fig.8-2).
両 犬 と も少 量 しか 検 出 さ れ な か った,Fr.1お よび
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薄層 クロマ トグラフィー法(以 下TLCと 略す),比
色法,ガ ス クロマ トグラフィー法(GC),高速液体ク
ロマトグラフィー法(以 下HPLCと 略す)な どがあ










和田らはHPLCを 用いてBCPNを 分析 している9).
N一ニトロソ化合物の'GCに よる分析法 の測定感度




ない.石橋 らは,発 癌性を有するN一ニ トロサルコシ
ンやN一ニトロソプロリンなどの不揮発性ニトロソア
ミノ酸を ジアゾメタンにて揮発性 のメチルエステル











成 分 を除 去 す る こ と,す なわ ち ク リー ン ナ ップ の操 作
を 省 くこ とが で き15),かつppbレ ベ ル の迅 速 分 析 に
適 してい る.GC・TEAを 用 い た環 境 中 の ニ トロソ化
合 物 の分 析 に 関す る報 告 は 多 く,ビ ー ル,ベ ー コ ン等
の食 品 中16・17)を初 め,化 粧 品18),ゴム製 品IP)のそ れ ら
の分 析 に 応 用 され,お もにdi皿ethylnitrosamineが
検 出 され た こ とが 報 告 され て い る.こ のTEAを 用 い
た 発 癌 性 ニ トロ ソ化 合 物 の 分析 で は垣 添 らは 尿 中 お よ
び 糞便 中 の 揮 発 性 ニ トロソサ ミン と し てdimethyl-
nitrosamineおよびdibutylnitrosamine(以下
DBNと 略 す)を 検 出 した こ とを 報 告 して い る.強 力
な発 癌 剤 で あ る後 者 を 検 出 しえたGC・TEAは 注 目に
値 す る測 定 法 で あ る20・2D.A五roldiらはBBN投 与 ラ
ッ トに お け る 尿中BCPNをTMS化 しGC-TEA
に よ り分 析 した成 績 を 報 告 して い るが22),BBNの尿
中 代 謝 ニ トロ ソ化 合 物 を ジア ゾメ タ ンで メチ ル化 し分
析 した 報 告 は な く,今 回わ れ わ れ が 用 い た 尿中 ニ トロ
ソ化 合 物 を ジア ゾメタ ンに よ り メチ ル化 し た も の を
GCTEAに よ り分析 す る方 法 は,抽 出方 法 の簡 略 化
お よび 検 出 の 迅 速 性 と精 度 の 点 で 従 来 のTLC法 や
GC法 な どの分 析 法 よ り優 れ て い る と考 え ら れ る.
N一ニ トロ ソ化 合 物 は,N-NO基 の 開裂 に よる(M-
NO)+が 容易 に 検 出 され る のでGCIMSに よ る同 定
法 の よい対 象 とな って い る.CIMF(化 学 イ オ ン化 マ
ス フ ラグ メ ン トグ ラ フ ィー)法2e)や陰 イ オ ソマ ス スペ
ク トル法24)でも と もにdimethylnitrosamineが報告
され て い る,EI(電 子 衝 撃)-MSで は そ の特 徴 的 な
NO基 のm/z30を 容 易 に検 出で き る こ とが 確 立 さ
れ て お りわ れ わ れ も用 いた25).
BBNと そ の2つ の側 鎖 がbutyl基で あ るDBN
は 膀 胱 に 対 す る 選 択 的 な 発 癌 物質 と してDruckley
に よ り報 告 され て 以 来2e),数多 くの 研 究 が な さ れ て
きた.特 に 岡 田 に よ る 種 々 のdialkylnitrosamine
の発 癌 性 に 関 す る実 験 に よる と,ラ ッ トお よび マ ウ ス
ではBBN,BCPNを 初 め.EHBN(N-ethyl・N-(4・
hydroxybutyl)nitrosamine,PCBN(N-propy1・N・
(4・hydroxybutyl)nitrosamine)は膀 胱 に のみ 発 癌 性
が 認 め られ,BBNの 代 謝 産 物 で あ るBCMN,
BOPNに は 発癌 性 が 認 め られ な い4).BBNの膀 胱 発
癌性 はそ のhydroxybutyl基が β一〇xidation(Kn・.
op'smechanism)によっ て3-carboxypropyl基に
酸 化 され たBCPNに よる とされ てい る5).
今 回 の 実 験 で イ ヌ に お い て もBBN代 謝 ニ トロソ
化 合 物 の う ち,BCPN,BHCPN,BCMNお よび
BOPNの 各代 謝 物 が 確 認 され,ラ ッ ト,マ ウス等 の



































BCPNとの関与が裏付 けられ た.グ ルクロン酸抱
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